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論　文　の　内　容　の　要　旨
目的：
　ATF-2 は B-ZIP 構造を持つ DNA 結合ドメインと，メタルフィンガー構造を有する転写活性化ドメイン
を有する転写因子である。DNA ダメージ，酸化ストレス，高浸透圧ストレス，低酸素状態などの種々なス
トレスにより，p38 や JNK などのストレス応答キナーゼ（SAPK：stress-activated kinase）経路で ATF-2
はリン酸化，活性化される。ATF-2 標的遺伝子の転写誘導は，ダメージを受けた細胞をアポトーシスによっ
て除去するために重要である。一方，血清刺激などの増殖刺激によっても ATF-2 はリン酸化され，活性化
することが知られている。ATF-2 の刺激特異的な標的遺伝子の転写誘導のメカニズムは不明である。分裂
酵母においては Atf（ATF2 の酵母ホモログ）依存性遺伝子発現には，SAPK 経路の構成因子 Sin（Sty 
or SAPK interacting）が必要なことが報告されている。Sin は酵母からヒトまで高度に保存された因子で
ある。本研究では，哺乳動物培養細胞を用いてヒト Sin の性質と機能を明らかにすることにより，ATF-2
による転写誘導のメカニズムの解明に取り組むことを目的とした。
対象と方法：
　ヒト胎児腎臓由来 HEK293T 細胞を用いて，Sin と ATF-2，p38αの相互作用，ATF-2 のリン酸化と転
写活性化能に対する Sin の影響，及び高浸透圧ストレスによるアポトーシスへの Sin の関与について，分
子生物学的解析や生化学的解析を行った。
結果：
　ヒト Sin の cDNA を得るため，HEK293T 細胞から抽出した全 RNA から RT-PCR により cDNA クロー
ニングを行ったところ，5 種類のアイソフォームのうち 2 種類のアイソフォームの cDNA を得た。最初に
Sin と ATF-2，p38αの相互作用について検討した。GST pull-down assay により ATF-2 と Sin が直接
結合することがわかった。ATF-2 の B-ZIP 領域に Sin が結合し，Sin の N 末 -33a.a と C 末 468-522a.
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a 領域の 2 ヵ所に ATF-2 が結合した。Sin の C 末領域に ATF-2 との強い結合がみられた。p38αも Sin
と結合し，結合領域は Sin の C 末 468-522a.a 領域であることを GST pull-down assay により確認した。
HEK293T 細胞において，過剰発現させた ATF-2 と Sin，p38αと Sin は免疫沈降により細胞内での会合
が検出された。内在性の ATF-2 と Sin については細胞内での相互作用も確認できた。免疫染色により Sin
の細胞内局在は主に核であることがわかった。ATF-2，p38αも主に核に局在した。
　次に ATF-2 のリン酸化に対する Sin の影響を調べた。高浸透圧ストレスによって誘導される ATF-2 の
リン酸化は通常一過性である。HEK293T 細胞において，高浸透圧ストレスによって誘導された ATF-2 の
リン酸化は Sin の共発現によって，長時間維持された。また ATF-2 結合配列である CRE（cAMP response 
element）の下流にルシフェラーゼ遺伝子を結合させたレポーターを用いてルシフェラーゼレポーターアッ
セイを行ったところ，ATF-2 の転写活性化能が Sin によって促進された。一方，siRNA により Sin の発
現量を低下させると，高浸透圧ストレスによるATF2のリン酸化，ATF2の転写活性化能が抑制された。一方，
Sin の発現量の低下は，血清刺激に対する ATF-2 のリン酸化を抑制しなかった。以上の結果より，Sin は
高浸透圧ストレスによる ATF2 の活性を正に制御していることが明らかになった。
　GADD45β遺伝子は高浸透圧ストレスで発現が誘導され，アポトーシスに関与することが知られている。
この GADD45β遺伝子の発現誘導は ATF-2 と Sin に対する siRNA で約 50％以下に抑制された。このこと
は ATF-2，Sin は GADD45β遺伝子の発現を調節していることを示している。さらに，ATF-2 と Sin に
対する siRNA は高浸透圧ストレスによるカスパーゼ依存性のアポトーシスを抑制した。
　Northern blot 解析により Sin mRNA はマウス組織において肝臓，腎臓，精巣で特に強く発現しており，
免疫組織染色によって Sin の腎臓の乳頭細胞，小脳のプルキンエ細胞，肝細胞で強い発現が観察された。
考察：
　Sin の cDNA クローニングから 2 種類のアイソフォームが得られたことにより，HEK293T 細胞には少
なくともこの 2 種類のアイソフォームが発現していることがわかった。ATF-2，p38α，Sin が核に存在す
ることから，この 3 因子が核内において共同で標的遺伝子の発現を誘導することが考えられる。ATF-2 に
よる転写誘導のメカニズムにおいて，Sin は p38α /ATF-2 経路の足場タンパクとして，刺激特異的にシグ
ナルを効率的に伝達する働きをしている可能性が示唆される。Sin は腎臓の乳頭細胞での強い発現が観察
されたことから，Sin が腎臓で浸透圧調節などに関与していることが推測される。
結論：
　分裂酵母と同様に，哺乳動物培養細胞でもヒト Sin が ATF-2 の活性を制御しているのか検証した結果，
ヒト Sin は ATF-2，p38αの両方に結合し，ATF-2 の転写活性化能を促進する因子であることが明らかに
なった。また，Sin は高浸透圧ストレスによるカスパーゼ依存性アポトーシスを促進することがわかった。
SAPK と転写因子をつなぐ足場タンパクは現在までに報告されておらず，今回の発見は，SAPK 経路によ
る ATF-2 の活性化メカニズムを理解する上で重要な手がかりになることが期待される。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，分裂酵母で転写因子 Atf（ヒト ATF-2 のホモログ）の活性に Sin が必要であるとの実験
事実から，ヒト Sin も ATF-2 の活性に必要かを解析することを目的として行われ，ATF-2 と Sin と
p38αは細胞内で結合し，Sinl の存在は高浸透圧ストレスによって誘導される ATF-2 の活性化ならびに
GADD45βの発現とアポトーシスの誘導に関与していることを明らかにしている点で，オリジナリティーの
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高い成果をあげていると評価される。また，今回の発見は，今後さらに浸透圧ストレスによる ATF-2 の活
性化メカニズムを理解することに貢献すると期待される。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
